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BMchrvibung 

Dis Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
von Hirudlnderivalen aus E coll-Sekretormutanten, so- 
wie ein Hirudinderivat mit der N-terminalen Aminosaure- 
sequenz Ala-Thr-Tyr-TTir-Aap. 

Hirudin ist ein Poiypeptid mit 65 Aminosduren und 
wurde ursprtinglichausdem Blulegel IHirudomedicinalis 
isoilert. Es wfrkt als hcxhspezrfischer InhlbltortOr Throm- 
bin, Indem es mit Thrombin stabile Komplexe biidet und 
besitzt daher viele therapeutische Anwendungsmdglich- 
keiten, insbesondere zur Antikoagulalbne-Therapie (F. 
Markquardt, Biomad. Bkschim. Acta 44 (19d5), 
1007-1013). 

Nach Veroffentllchung der voiistandigen Aminosau- 
resequenz von Hirudin (J. Dodt et al., FEBS LETTERS 
165 (2). (1 984). 1 80-184) war die Voraussetzung fOr die 
Heretellung von Hirudin durch rekomblnante ONA-Tech- 
nlken und Expressksn in Mikroaganlsmen gegebea 

Die EP-A-0 158 564 (Tranegane) offenbart Kk3nie- 
rungevektoren zur Expresskxi von Hirudin Oder Hiai- 
din-Anabga in einer Wirtszalie, insbeeondera einer bak- 
teriellen Zelle. Das fQr Hirudin kodlerende Gen wird da- 
bei durch cDNA-Synthese, ausgehend von mRNA aus 
dam Blutegei Hirudo medcinalis gewonnen. Inabeson- 
dere wird ein HIrudin-Derlvat mit der N-terminalen Se- 
quenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp beschrieben, sowie Verfah- 
ren zu seiner Qewlnnung. 

In der EP-A-0 168 342 (Ciba Geigy) werden 
DNA-Sequ^en offenbart, wetehe tur die natOrltehe 
Aminosduresequenz von Hirudin kodieren, wobel die 
N-lemninale Aminosauresequenz Vil-XM-Tyr-Thr-Asp 
let. Die Expresskxi von Hiaidli erfoigt in den Milooorga- 
nismen E. coii und Saccharomyces cerevieiae Intrazel- 
iul^. 

Die EP-A-0 1 7 1 024 (Hoechst AG) offenbart ein Ver- 
tahren zur gentechnotogischen Herstellung von Poly- 
peptiden mit Hirudln-AktivitBt. Insbesondere In E. co- 
li-Zeifen. wobei die Zellen aufgsechksesen werden und 
aus dem Zeilextrakl das Poiypeptid mit Hiaidln-Akllvitat 
gewonnen wird. Bin gegebenenfails vorhandener Fusi- 
onsproteln-Amell kann durch proteolytlscheodercheml- 
sche Spaltung abgetrennt werden und das freigesetzte 
Himdinnmlekflt aufgarehigt warden. 

Der Qegenstand der DEOS 34 45 571 
(GEN-BIO-TEC) let eine DNA-Sequanz. die fOr ein Pro- 
tein mitderbtokiglschen Akthrttatvon Hirudin Kodiert, so- 
wie ein Verfahren zur Gewinnung sok^er Proteine aus 
E. coli-Zeilen, die mrt einem gseigneten rekombinanlen 
Veklor translomiiert sind, durch Lysis der Zeiien. 

Auch die ArbeA von Bergmann et al. (Biol. Cham. 
Hoppe Seyler 387 (1886), 731-740) beschrelbt die Hiai- 
din-Synthese in E. coii. Die Freisetzung des Hirudins aus 
den Zeiien ertoigt durch Behandlung mil Toluol, wobel 
nur gerlnge Ausbeulen von etwa 500 ng/l Agye Einhelten 
von Zeiien erziett werden. 

Die EP-A-0 200 655 (Transgene). EP-A-0 252 854 
(Transgena) und EP-A^ 225 633 (Ciba Geigy) olfenba- 



ren die Gewinnung durch Sekrstksn von Proteinsn mit 
Hlrudn-AkUvftdt aus ehem eukaryontlschen Wirtsor^- 
nismus. insbesondere Hefe, wobei die Expressksn auf 
eInem Vektor erfoigt. der eine DNA-Sequenz enthfilt, die 

5 ein SignalpeptKl stromaufwarts des Strnklurgens ent- 
hdlt. Es wird die Sekretton von HInjdin-Derfvaten mit der 
N-termlnalen Sequenz Val-Mal-Tyr-Thr-Asp, sowie der 
N-terminalen Sequenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp in Hefe of- 
fenbart. Dabel werden Ausbeuten biszu 100 mg/lange- 

10 geben. 

in der DE-OS 39 00 626 (Hoechst AG) wird ein Hlru- 
din-Darivat mit der N-terminalen Sequenz 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp offenbart Die Expresskyi findet 
vorzugswelse in Hefe statt wobel Pnomotor und Signal- 
's sequenz des Hefe-Pheromon-Gens MFa zur Expressi- 
on und Sekretkxi des HInidin-Dertvats verwertdet wer- 
den. 

Alie die oben beschrlebenen Verf^ren zur Heretel- 
lung von Hinjdh-DerivHten weisenjedoch Nachtelle auf. 

^ So werden bel Venvendung von Hefe als Wirtsorganis- 
mus und Sekretkxi des Hirudins In das KultumDedium re- 
iativ hohe Ausbeuten erhalten, jedoch ist de Kultiviemng 
von Hefezeilen tengwlerl^r und anspruchsvoller alsdie 
von Baktarien, z.a E. cdi. In E. ooll-Zellen hingegen ist 

» jedoch die Ausheute relathr gering oder/und bei esnem 
AulschluBderZellen sind tompiizierte Isolattons-Verf^- 
ran nolwendig. 

Qegenstand der vorllegenden Erfindung Ist eh Hiru- 
din derivat gemaO Anapruch 1. 

30 Ein Welterer Qegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung Ist ein Verfahren zur Gewinnung des genannten 
Hirudn-Derivates aua E. coll Stammen, wek:he eine 
nnasslve Proteinsekretion In das Kulturmedium aufwel- 
sen. dadurch gekannzsichnet, daB man 

3S 

(1 ) einen rskombinanten Veldor konstmiert. auf dem 
stch das. fQr das genannte HInjdfn-Derivat kodie- 
rende Qenhlrrter einem DN A-Abschnitt beflndet. der 
fflr eh bakterieilee SignaJpeptkd kodiert, 

(2) mit dem in Schritt (1) konslnjierten rekomblnan- 
ten Vektor einen E. coii Stamm, watcher eine mas- 
alve Proteln-Sekretkxi in das Kultumnedlum auf- 
weisttransformlert 

(3) die transformisrten Zeiien in einem Medium kul- 
tlvlert und 

(4) das Hirudin-Derivat aue dem Medium gewinnt 

Unter dem Begriff Himdin-Derivat gemaf) vortiegen- 
der Erfindung sind von Hlmdin abgeieitetB Pnotaine zu 

^ verstehen, die als Thrombin-lnhibitoren wirken und eine 
spezifische AktMtat von mindestens 10.000 AT-U/mg 
(Amithrombh-Units) besltzen (Dodt et al.. Btol. Chem. 
Hoppe Ssyier 366 (1985), 37M85). Der Begriff Hiru- 
din-Derlvat beinhalt^ auch Fuskxisprotelne mit einem 

« bis zu etwa 50 AmhosSuren langen N-terminalen Fusl- 
onsanteil, der teilwaise Oder vollstandig durch proteoty- 
tlsche Oder chemische Spaitung entfemt werd^ kann, 
wobei als SpaHprodukt eh Hiaidh-Derivat mit sher spe- 
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zifischan AJdivitat von mindastans 10.000 AT-U/mg ant- 
steht. 

Ein Voflaii des erfindungsgamiBen Varfahrans ist. 
daB dunch die Sekreiion des Hlrudln-Derivafo in das Zeil* 
medium die DisutTidbrtjcken von Hirudin unler dan oxi- 
dativen Sedlngungen des Mediums richtig ausgebiidet 
werden. 

Ein Verfahran zur l-tersteilung von E. coli-Stammen, 
welche eine massive Piotein-Sei<retlon In das Kufturme- 
dium aufwelsan. ist in der EP-A-0 338 41 0 offenbart. Bei 
der Gewinnung von geelgneten E. coll-Sekretomnutan- 
ten kann man insbesondare von E. ooli DS410 (OSM 
4513) Oder E. coli BW7261 (D8M 5231) ausgahan. Dar 
jeweilige E. coii-Stamm wird zundchstmit einem Plasmid 
transfomiiarl, das aine, fOrein salcretierbaras Protein ko- 
dlerende DNA-Sequenz enthait Anschlle5end wird der 
transformierte E. coli-Stamm einer Mutagenese, z.B. 
durch BehandlungmttN-Methyl-N'-nitro-N-nftrosoguanl- 
din untenfvorfen. Oann erfolgt eine Seleiction auf geeig 
nate Sakretormutarrten-Stamma. Vsrwendat man ala ae 
kretlerfoares Protein z.B. a-CyclodMrlnglylcosyltrans 
ferase, so kann man Sekretormutanten durch eina IRe 
sistenz gegen die Zeltwand-aictlve Substanz D-Cyctose 
rin erkennan. Waitarhri bewirld die Sakretion dar a-Cy 
clodextringiylQDsyltranslerase (CQTasa) eine i-lydfolyse 
der Starke im umgabenden Medium, was bei Verwen- 
dung einaa Amybpeldin-Azur-Mediums eine zusatzlidis 
Seleidlonsmagltehkett fQr Sekr^omfiutanten ergfct. 

Als rakomblnantsr Velctor fQr die voriiagenda Erfin- 
dung sind Vektoren geeignet, die entweder in das E. co- 
li-Genom intcgrieren ltdnnen (z.B. Baktertophage \) 
Oder in derlransformiartan E. coli-Zafle axtrachromoao- 
mal voriiegen (z.B. PiasmkJe). Vbrzugsweise venvendet 
man PlasmMe. 

Das Qenkonstaik! auf dem rekombinanten Veklor, 
wetehes fQr ein Protein, bestehend aus Si^^peplkj und 
dem IHirudin-Derivat kodierl, befindetsich vorzugsweisa 
unter Kontrotie eines induzierbaren Promotors. beson- 
dars bavorzugt ainaa tip-lac-FusnnspromotorB. der 
durch Lact08e<3der IPTQ-Zugabe (i6opropyl-p-l>thk>- 
galactoeki) induziarbarist Auf dam Vaktor soil sich wei- 
teriiin efn Selektlonsmarlcer-Qen und gegebenenfaiiaein 
lac-Repressor-Qen befinden. 

AJs bakterielle Signalsequenz, die sine Sekretkm 
des Hirudln-Derfvats emndglfeht, sInd prlnzlpiell alle be- 
kanntan Signalpeptkie geeignet. die eine Permaatkxi 
der Membran von E. coli-Zelien eriauben. Vorzugsweise 
venwendet man daher auch SignalpeptkJe aus gram-ne- 
galiven Baktarian (z.a Slgnaijpeptidafolgender Protaine 
von E. coli: 

duQeree Membranprotein OmpA (DIRienzo et al., 
197B Ann. Rev. Bkxham. 47: 481-532) 
aikalische Ptx)sphatasa PhoA (Inouye et ai.. 1982 
J. Bactertol. 149: 434-439) 
l^B-Prolein (Hedgpath et ai., 1980 Proc. Nat 
Acad. Scl. USA77: 2621-2625) 
lyfeHosa Bindaprotain I^E (Bedouelia H. at al., 



1980 Nature 285: 78 - 81)). Bescndars bavorzugt 
veoA^ndet man das a<XlTase-Slgnalpeptkl. 

Ein fur das erflndungsgemaBe Verfahren geeigneter 
5 Vektor ist z.B. das Plasmid pCM705 (Fig. 1), das aus 
dem \n der EP-A-0 383 410 oflenbarten PlasmW 
pCM703 durch Entfemung eines ca 1 kb iangen 
Nrul-Fra^ents erhaftlich ist. Dieser Vektor enthait ein 
Ampfcillin-Resistenzgen, das Gen f Or den lac-Reprossor 
10 und das CGTase-Gsn mil 5*-Ende. Ein fQr ein Hiru- 
dln-Dorivat kodlerendes Gen wird In den Veklor pCM705 
so integrisrt da8 intrazellutar ein Vorlaufermolelcai mit 
dam SignalpaptU der a-CGTasa an sainem N-larmina- 
len Ende entsteht Das GenKonstrukt sleht unter Kon- 
75 trolle des tac-Promotors. Mit dem auf diese Weise erhal- 
tenen Plasmid kann ein E. coli-Sekrelor-Mutanten- 
stamm transformiert wefden. 

Posftiv transformlertB Ktone werden Hi SchQtteltol- 
ben Oder Im Fermenter kulllvlert. Bel Errefchen einer op- 
^ tischen Dichte (ODeoo ) von alwa 1 erfolgt eine Induktion 
durch IPTQ (laopropyt-{l-D-thk)galactoekO Oder Lacto- 
se. 

Mittels eines Thrombln-lnakllvierungstestB (Gries- 
bach et al., Thrombosis Research 37. (1985), 347-350) 
^ wirddannderVarlaufderProduktksndesHimdindenvata 
bestinfvnt. Die Akkumuiation von Fuskxispnoteinen wird 
durch HPLC-Chromatographie (reversed phase) anaiy- 
slen. Der Praantell von Fustonsprotelnen kann dann ab- 
gaspaiten und das entstshende aktive Hirud'nderivat 
30 aufgereinigt werden. 

Folgende Belspiele sollen die Erflndung zusanrvnen 
mit den Figuran 1 bis 5 nahar arlautam. 
Ea zelgen: 

3S Fig. 1 das Plasmid PCM705 

Fig. 2 die DNA^equenz des synthatiechan Hiru- 
dln-Qensaus pK1S2. 

^ Rg.3 die Sequenzen der OiigonukleotMe HiR1. 
HIR2 und HIR3, 

Fig. 4 das PlasmU pCM7051 und 

^ Fig. 5 das Plaamkj PCM7053. 

BelepM 1 



Konstmldion dee Sekretionsvaktore 



so 



Das Plaamki pKI 52 tragt em synthetisches Hirudn- 
gen, dessen Sequenz In der EP-A0171 024 aufgefOhrt 
ist Ausgeherxi von diesem Plasmid wurde ein etwa 200 
bp gropes HInf I - Hind 111 DNA-Fra^ent Ober Agaro- 
« se-Gelelektrophorese Isoiiert das den grd8ten Tell der 
DNA-Sequenz, die fQr HInjdh kodiart, beinhaltat (Fig. 2). 
Die fehlende 5'-tenminale Sequenz wIrd durch ein neu- 
synthatisiertes OligonuMeotRi (HIR 1) regeneriert. Die 
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kcxfierendd Sequanz des Oligonukieotids isl in Fig. 3 ge- 
zelgt. Durch Fusion der Hint l-Enden ergiU sich ein Hiru- 
din-Derivat mit dar N-terminalsn Ssqusnz 
Ala-Thf-Tyr-Thr-Asp. 

Das Plasmid pCM705 (Fig. 1 ) wird mIt PstI und Hind 
ill gespalten. Die belden Schnittstellen Hegen im todle- 
renden Bereich f Or das Gen der CQTase, wodurch eIn 
etwa 1 kb grofBes DMA-Stuck ausgasclinitten wird. Pad 
spaltet exakt in dem Berefch, der tOr die SlgnalpepUdb- 
se-SchnittstGlte kodart. 

Die Fragmeme pCM705 PstI- Hind Hi 6,3 kb. pK152 
Hinf I - Hind III 0,2 kb und das Oiigonuklaotid HIR 1 war- 
den mitainander ligiert. wodurch das Plasmki pCM7051 
entsteht (Fig. 4). Mit dem Ugattonsansatz wird der E. co- 
li-Stamm HB101 (DSM 1607) transformiert. Kotonien, 
die auf aelektlveni Medum mit Amylopektin Azur (ge- 
farbtes Amylopektin) keina Starkeabbauhofe und somit 
kelne a-CQTase-Expresston zeigen, werden Isollert und 
bis zur EInheltlfchkelt gereinlgt. Von mehreren gerelnlg- 
tan Ktonan wird Plasmid-DNA isdiert und durch eina Re- 
striktionsanalyse charakterisiert. Vbn zwel Pla8mk:len, 
die ein Hirudin-lnsert Iragen, wird erne Sequenzanatyse 
der Fusionsregtonen durchgef Ohrt 

Plasmid-DIMA. die aina korrekta Hinjdin-Gankon- 
stmktkxi tragt, wird mil Nnj 1 und Nde I gespalten und 
uber Agarosegeielektrophorese wird eh 5, 1 B kb groOes 
Fragment isoliert. 

Nach Autrailen der durch Nde I Spattung Oberhfin* 
genden Sequenz mit Klenow-Enzym wird das Ftagment 
durch Ligation zirkutarlsiert. Das entstandene Plasmkj 
wird als pC^47063 bezelchnet (Fig. 5). 

Mit diesam Plasmid pCM70S3 wird die Seluetormu- 
tante E. coll WCM100 translormlert. die auf die ki der 
EP-A-O 338 410 beschriebensn Methods erhalten wur- 
de. 

BelepM 2 



Test auf Sekretkxi von Hirudin in 
SchOtteikoiben-Versuchen 

10ml LB-MedlummIt 100|ig^ml Amplclliln wurdemit 
einer frischen Obemachtkultur von WCM100 pCM7053 
auf die optische Dfchte OD420 = 0,1 beimpft Die Kultur 
wird bel 30'C geschOttelt. SobaW die optische Dtehte 
0^4^ = 1 »0 erreteht, wird der Induktor Lactose auf eina 
Endkonzentfatkxi von 1 % zugegeben. Nach 48 Stunden 
werden von der Kultur Prcben entnommen, die Zeilen 
abzentrifugiert und die Hirudin-Konzentratton im Ober- 
stand bestimmt. Die Bestlmmung erfolgt mittels eines 
Thromboi Inaktivierungstests. Es wurden Ausbeuten bis 
zu 4000 AT-U/hil {Antithron*in Units) bestlnwrt (=s= 250 
mg/l). 
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Beieplel 3 

Hirudnprodukton im 10 1 Fermenler 

7 1 MBiimalmedium mit 100 jig/mi Ampiciliffi werden 
mit einer frischen Obemachtkultur von WCM100 
PCM7053 auf die optische DIchte ODeoo = 0.1 ange- 
impft 

Die Femnentattonsbedingungen sind 





Temperatur: 






Bflhrgeschwindi^it: 


450 bis 950 rpm 




BelQftung: 


0,5 bis 1,5 Wm 


IS 


pH-Wert: 


7,0 ±0,1 



20 



2S 



Bel Erretehen der optlschen Dtehte ODeoo = 1.0 werden 
0.5 mM IPTG (leopropyi-p-D-Thtogalactoskj) zugege- 
ben. 

40 Stunden nach Zugabe von IPTQ konmen 36.000 
AT-U/ml im Uberetand bestimmt werden (=$. 2,25 gfl). 

Beiepiel 4 

Sekretion von Himdin mit der N-terminalen Sequenz 
Ala-Thr-Arg-Leu-Thr-Tyr-Th r-Asp 

Verfahrt man anakjg dem Beispiel 1. verwendst je- 
doch statt dem Ollgonukleotkl HIR 1 dto OllgonukJeotU 
HIR 2 (Fig 3), so erhalt man ein HimdinfuskKisprotein 
nach Abspaltung des SignalpeptUes mit der N-temnina- 
len Sequenz Ala-Thr-Arg-Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp. Die An- 
haufung dieses Fusksnsproteins im Uberstand wild 
durch HPLC-Analyse unter Anwendung von "l^eversed 
Phase' Bedingungen (Cig-Chromatographiesaule) be- 
stimmt. Die Fermentation des Stammes WCM100 mit 
diassm Gankonstnikt srbrachte ains Ausbeute von 25 
mg/i Fuskxisproteh. 

Durch Trypsin-Spaltung kann akllves Hlnjdln milder 
N-tarminaisn Sequeru Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp aizielt wer- 
den. 

BeltptolS 



^ Sakratton von Hinjdin mit der SakretonriLrtante WCMBS 



Die Sekretormutante WCMSS, die ebenfalls auf die 
in der EP-A-0 338 410 beschriebene Vtf^lse erhalten 
wuida. wird mit dem Plasmid pCM7053 transfbrmiert 
(slehe Beispiel 1). Die Produktkxi von Hlmdh duich Se- 
kretkan ins Kultumiedium wird in SchOnelkDiben-VerBU- 
Chen und Fermentationen getestet 
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a) SchOttsikofaenversuche 

AnatoQ Beispiel 2 wird der Stamm WCMae 
PCM7053 kulllviert Nach 48 Stunden wird Im Ober- 
stand der Kultur die Hinjdin-Konzentratkxi be- 
stimmt Ausbeuten von bis zu 1 800 AT-UWnl wurd^ 
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erzielt(:^110mg^l). 

b) Produktion im 10 1 Fermsntsr 

Die Anzucht des Stammes erfolg^ wie in Bei- 
spiel 3 be8chridben. 45 Stunden nach Zugabe von 
IPTQ konnten 21 000 AT-U/ml Im Uberetand festge- 
stellt werd6n(=£:1,3g/l). 

BeUpM 6 

Konstruktion ehes Sekretionsvektors mit 
Tetracyclinresistenzgen 

Oas 1 ,1 Mb Nrul-fragmentdes Plasm ids pBR322 (F. 
Bolivar at al., Gene 2, 95-113 (1977)) wurde isdiert und 
mit dem durch Nrul-Spaltung llnearlslerten PlasmW 
PCM7051 (siehe Fig. 4) ligiert Mit der Ligattonsmi- 
schung wurde E. coll HB101 iransfomileri. Transforman- 
ten wurden aufgrund Ihrer Tetracycllnrestetenz selek- 
tiert. Die Plaemki-DNA eines selektierten Kk)n6 vvurde 
reisoliert und mil Ndel und Aval geepaften. Die 
DNA-Fragmente wurden in der A^oeegel-Elektropho- 
resG aufgotrennt Das grSGeref Fragmem wurde Isollert 
und die uberhangenden Einzelstrangenden wurden mil 
dem Klenow-Enzym aufgelQIH und dann ligiert 2S 

Das resultlerende PlasmM war pCMT203. 

BalepM 7 

Sekretton von Hirudin unter Veniwendung des 30 
5ekretk»isvektors pCMT203 

Die Sekretonnutante WCM100 (siehe Beiapfel 1) 
wurde mit dem Plasmid pCMTa031ransformiert. Der ra- 
sultlerende Stamm wurde In ehem 10 1 Fermenter kultl- ss 
viert 45 h nach Zugabe von IPTG konnten 42000 
AT-U/ml Himdin beetimmt warden (=& 2,63 g/l). 



PotentaneprOeh^ 4o 



PWenlaneprOoho fOr tolgande VMragtetaoten : AT, 
BE, CH, OE. DK, m, QB, IT, LI, LU, NL, 8E 

45 

1 . iHimdindarival, dadurch gekennzeichnet, da3 es die 
N-teiminale Sequenz A-Thr-Tyr-Thr-Aep besilzt, 
worhAfOrAlasleht. 

2. Ftekomblnante DMA, dadurch gekennzetehnet. <m so 
sie IQr ein Hirudinderivat nach Anspruch 1 kodiert. 

3. Rekombinanter Vektor, dadurch gekennzeichnet, 
dafl er etna Oder mehrere Kopian eInes Qenkon- 
etruktes enthatt, daa tOr eIn Protein, bestehend aus » 
erem bakteriellen Signalpeptid und einem HinxJh- 
derlvat gemdS Anspruch 1 kodlert. 
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4. Verfahran zur Gewinnung von HinxiinderTvaten 
gemae Anspruch 1 aus E. coll-Stammen. W6k:he 
eine massive Protein-Sekretksn in das Kulturme- 
diumaufwelsen. dadurch gekennzeichnet. daB man 

(1 ) einen rekombinanten Vektor honstruiert, auf 
dem sich das ffir Hirudinderivat gemaB 
Anspnjch 1 kodlerende Gen direkl hinter einem 
DNA-Abschnitt beflndet. der fOr ein bakterielles 
Signalpepiki kodiert. 

(2) mit dem in SchritI (1 ) konstrulerten rekombi- 
nanten Vektor einen E. coll-Stamm. welcher 
eIne massive Proteh-Sekrctton in das Kultur- 
medium aufweist, transfomniert, 

(3) die traneformierten Zellen in einem Medium 
kultMertund 

(4) das Hirudinderivat aus dem Medium 
gewinnt 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzefch- 
net, daB man ais rekombinanten Vektor ein Plasmki 
verwandet. 

S. Verfohren nach Anspnjch 4oder5, dadurch gakenn- 
zetehnet, dafl man einen rekombinanten Vektor kon- 
stmlert, auf dem sich die fQr das Himdinderivat und 
das Signalpeptkl kodierenden DNA-Sequenzen 
unter Kontrolle ehes Induzlerfoaren Prorrwtors 
befinden. 

7. Verfahren nach Arwpmch 6, dadurch gekennzech- 
' net, daB man aJs Induzierbaren Promotor einen 
trp-lac Fuskxiepronrxstorverwendet. 

a Verfbhren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
che, dadurch gekannzskihnet, daB man ein Signai- 
peptM aus granfHiegatlven Bakterlen verwendel. 

9. Verffeihren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB man das a-CyckxiextrlnglycosyltrBns- 
f eiase-SignalpeptkJ verwendel 



PatantaneprOeha f Or folgend» VSsrtragMtaaten : ES, 
QR 

1. Vert^ren zur Qewhnung von Himdinderivatan 
gemaB Anspruch 1 aus E. coii-Stammen, wek^he 
ehe massive Proteln-Sekrettan In das Kultume- 
diumaufweisen, dadurch gekannzechnet. daB man 

(1 ) einen rekombinanten Vektor foonstrulert. auf 
dem sch das fflr Himdinderivat gemaB 
Anspruch 1 loxlierende Gen direkt hbnter einem 
DNAnAbschnitt befindat, der fQr ein bakterielles 
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Signa^eptid kodiert 

(2) mrt dem in Schritt (1 ) konstruierten rekombr- 
nanten Vektor einen E. coll-Stanrim, weteher 
eine massive Protein-Sekrelbn in das Kultur- 5 
medium aufweist transfomilert, 

(3) die transfomiierten Zellen in einem Medium 
kultMert und 

10 

(4) das Hirudinderivat aua dem Medium 
gswinnt 

2. Verfahren nacli Anspruch 1 . daduroh 
gokennmiehnet . daB man ale rekomninantan is 
Vektor eln Plasmid venwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, daduroh 
gekennzelehnet » daB man eInen rekombinanten 
Vektor kDnetruiert, auf dem seh die fOr das himdri- 20 
derivBt und das Slgnaipeptkl kodlerenden 
DNA-Sequenzen unler Kontrolle eines hduzierba- 
ren Promotors befinden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadureh ^ 
gekennzelohnet , daB man als induzierbaran Pro- 
motor einen trp-lac Fusksnspromotor vanvandet 

5. Verfahren nach ainem der vorhargehenden Ansprii- 
che, dadureh gekennzelohnat, daB tmn eln so 
Signalpeptkilaus gmnvnegatlven Bakterien verwen- 
dat 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadureh 
gekennzelohnat . daB man das a-OyckxiGsetrlngV- ^ 
cosyltranslerase-Signalpeptid verwendet. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQ- 
che, dadureh gak»nnniehn«t, daB man ala E. 

coii^ekretormutante einen Bakterlenstamm ver- 40 
wendet, der durch Mulagenese und anschiieBande 
Selekdon auf Sekrettonselgenschaften aus den E. 
coll-Stammen DS410 (DSM 4513) Oder BW 7261 
(OSM 5231) erhalten wurde. 

4S 

8. l=tekomblnante DNA, dadureh gekennzelehnat, 

daB sie IQr eln Hirudinderivat herstelkuir nach einem 
der An^rOche 1 bis 7 kodiert. 

9. f^kombinanter Vektor. dadureh ^ 
gakennzeiehnat . daB er eine oder mehrere 
Kopien eines Qenkonstruktee enthdit, das ti2r eln 
Protain, bestehand aus einem bakteriellen Signal- 
peptW und einem Hirudinderivat. mil der N-iermina- 
len Sequenz Ala-Thr-iyr-Thr-Asp kodiert. 

ia Bekomblnanter Vektor nach Anspruch 9. dadureh 
gekannxalchnat, daB das Signaipeptkl aus 
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gram-negativen Baklerlan stammt 

11. Rekombinanter Vektor nach einem der Ansprucha 
9 bis 1 0 dadureh getennzelehnet .daBdasSignaJ- 
peptid aus dem a-Cyckxiextringiykosyltfans- 
ferase-Qen stamnnt. 



Clalmt 



Claims for the folk9wing Contraeling Stataa : AT, BE, 
CH. DE, DK, PR, QB, IT, U, LU, NL, 8E 

1. Hiatdin derivative, characterised in that it has the 
N-termlnai sequence A-Thr-Tyr-Thr-Asp In which A 
represents Ala 

2. Recombinant DNA, characterised m that It codes for 
a hirudin derivath/e according to Claim 1 . 

3. Recombinant vector, characterised n that it contains 
one or more copies of a gene construct which codes 
for a protain consisting of a bacterial signal peptkia 
and of a hinjdin derivative according to Claim 1 . 

4. Process for obtain rig hirudin derivatives according 
to Claim 1 from E. coll strains which exhibit 
large-scale protein secrstkxi into the culture 
medium, characterised in that 

(1) a racombhant vector on whnh there is 
kxated the gene coding lor [lacuna] hlmdln 
derivative accordrg to Claim 1 drectly down- 
stream of a DNA sectkxi whfch codes fbr a bac- 
terial signal peptkie is constnjcted, 

(2) the recombinant vector constructed in step 
(1 ). Is used to transform an E. cdl strain whteh 
axhfaita larga-ecale protein secretkxi into the 
culture medium. 

(3) the transfonned ceils are cultivated in a 
medium arxl 

(4) the hirudin derivative Is obtalnsd from the 
medium. 

5. Process according to Claim 4, characterised in that 
a piasmM Is used as recombinant vector. 

6. Process according to Clam 4 or 5, characterised in 
that a recombhant vector on which the DNA 
sequences coding for the himdin derivative and for 
the signal peptUe are bcated under the control of 
an inducible promotor is constructed. 

« 7. Process accading to Claim 8, characterised In that 
a trp-lac lueun promotor is used as inducible pro- 
motor. 
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Process accordhg to one of the preceding claims, 
charocterfsed in that a signal peptide from 
Gram-negative bacteria is used. 

Process according to Claim 8. characterised in that 
the a-cycbdextrin glycosoltranslerase signal pep- 
tide is used. 



Claime for the following Contracting States : E8, Q R io 



Process for obtaining hirudin derivates according to 
Claim 1 [sic] from E. coli strains which exhibit a 
large-scale proteh secretion into the culture 
medium, characterised in that 



(1) a recombinant vector on which there is 
located the gene coding for [lacuna] hirudin 
derivative according to Claim 1 [sic] directly 
downstream ol a DMA section which codes for 
a bacterial signal peptide Is constnicted, 

(2) the recombrant vector constmcted in step 
(1) is used to transfonn an E. coll strain which 
exhibits large-scale protein secretion into the 
culture medium, 

(3) the transfomied cells are cultivated in a 
medium and 

(4) the hirudin derivative la obtained from the 
medium. 

Process according to Claim 1 . characterised In that 
a piasmid is used as recombinant vector. 

Process according to Claim 1 or 2, characterised in 
that a recombinant vector on which the DMA 
sequences coding for the hirudin derivative and for 
the signal peptide are located under the control of 
an Inducible promoter Is constructed. 

Process according to Claim 3, characterised In that 
a trp4ac fusion promotoer is used as inducfaie pro- 
moter. 



B. Recombinant DMA, characterised h that it codes for 
a hirudin derivative which can be prepared accord- 
ing to one of Claims 1 to 7. 

9. Recombinant vector, characterised in that itcontains 
one or more copies of a gene construct which codes 
for a protein consisihg of a bacterial signal peptide 
and of a himdin derivative having the N-tenninal 
sequence Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

10. Recombinant vector accordng to Claim 9, charac- 
terised in that the signal peptide orignates from 
Gram-negative bacteria. 



IS 11. 
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Recombinant vector according to one of Claims 9 to 
10. characterised In that the signal peptide origi- 
nates from the a^^yclodextrin glycosyttransferase 
gene. 



RevendicallQne pour Im Etate contraetarrte 
as euhranto : AT. BE, CH, DE, DU, m, IT, U. LU, NU SE 

1. Ddrivd de la hirudine, caractdrisd en ce qu'il pos- 
sWe la sequence N-tennlnale A-TTir-iyr-Thr-Asp. 
oij A est piacd pour Ala 



30 



3S 



2. ADN recombind. caract^risd en ce qu'il code pour 
un ddrivd de la himdina suivant la rsvendicalion 1 . 

3. Vecteur rscombind, caractdrisd en ce qu'il contient 
une ou plusleurs copies de la construction de g^ne, 
qui code pour une prot^ine constitute tfm peptide 
signal bactdrien at dun ddrivd de la hirudhe suivant 
tarevendlcatlonl. 



40 4. 



5. Process accordrg to one ol the preceding claims, 
characterised in thai a signal peptide from 4S 
Gram-negative bacteria is used. 

6. Process according to Claim 5, characterised in that 
the a-cyclodextrin glycosyftransferase signal pep- 
tide is used. so 

7. Process according to one of the preceding claims, 
characterised in that a bacterial strain which has 
been obtained by mutagenesis and subsequent 
selection tor secretion properties from the E. coll ss 
strains DS41 0 PSM 451 3) or BW 7261 (DSM 5231 ) 

Is used as E. coll secretor mutant 



Proc^ d'obtention de d^riv^ de la hlrudlne sui- 
vant la revendication 1. k partir de souchss de E. 
^ qui prdsentent une s^rttion massive de pro- 
tdhe dans ie milieu de cuitu re, caractdrisd en ce que 
Iton: 

(1 ) constmit un vecteur recombind dans lequel 
Ie gdne codant pour Ie ddrivd de la hlaidlne sui- 
vant la revendication 1, se trouve directement 
aprte un fragment tfADN qui code pour un pep- 
tide signal bact6rien. 

(2) Iransforme une souche de E. coli avec le 
vecteur recombind constoilt k rkape (1), qui 
prdsente une s^retion massive de protdine 
dans le milieu de culture, 

(3) met en culture lea cellules translormdes 
dans un milieu et 

(4) la 66rM de la hlrudlne est rdcoltd dans le 
milieu 
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5. Procdde suivant la ravendication 4. caractdrisd en 
ce que I'on utilise un plasmlde comme vecteur 
reoombind. 

6. Procdd^ suivant ^ revendicalion 4 ou 5, caract6risd 
en ce que I'on oonatruit un vecteur recombln6 dans 
lequel lea sequences cf ADN codant pour le d^rrv§ 
da la hirudine et le peptide signal se trouvent sous 
le ccntrOle d'un prorrrateur inducible. 

7. Proc6d6 suivant la revendicatlon 6, caract6rls6 en 
ce qua Ton utilise un promoteur de fusion trp-lac 
comme promoteur inductible. 

8. Procddd suivant I'une quaiconque dee revendica- 
tions pr6c6dentee, caractdrisd en ce que I'on utilise 
un peptide signal de bact^ries gram-ndgatives. 



comme promoteur irxiuctible. 

5. Procedd suivant Tune quelconque des rsvendica- 
tions pr6c6dentes, caract^risd en ce que Ton utilise 

5 un peptide sigial de bactdries gram-ndgatrves. 

6. Precede suivant la revendicatlon 5. caract6ris6 en 
ce que Ton utilise le peptide signal de I'a-cyclodex- 
trlneglycosyttransfdrBse. 

10 

7. Pnoc^ suivant Tune quelconque des revendica- 
tions prteddentes, caracterisd en ce que Ton utilise 
une souche bactdrienne comme mutant sto^teur 
de E colL qui est obtenue h panir des souches de 

« E. coH DS41 0 (DSM 451 3) ou BW 7261 (DSM 5231 ) 
par mutagentee et ensulte. selection sur les proprld- 
t66 de secretion. 



9. Proc^ suivant la revendicatlon 8, caract^rM en 
ce que I'on utilise le peptide signal de l'a<yclodax- 
triheglycosyltransfdrase. 
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AON reoombln6, carect^risd en ce qUIl code pour 
un ddrivd de ta himdina pouvant dtre prdpard suivant 
I'une quelconque des revendlcatlons 1 h 7, 



Revendicatione pour les Etats contractante 
euivBnte : E8, QR 2S 

1. PfocMd d'obtention de ddrivte de la himdine sui- 
vant la revendlcatton 1, ^ partir de souches de E. 
coli qui presentent une sterdtlon massive de pro- 
teins dans le milieu de culture, caracterlsd en ce que 3o 

Ton: 

(1) construit un vecteur recombine dans lequel 
le gdne codant pour le ddrlvd de la himdine sui- 
varri la revendicatlon 1. se trouve directement 3s 
apr^ un Iragment d'AON qui code pour un pep- 
tide signal bactdrien, 

(2) transforme une souche de E. coH avec le 
vecteur reoombind oonstnia k Fdtape (1), qui 
presente une secretion nfiassive de proteine 40 
dans le milieu de culture, 

(3) met en culture lea cellules traneformees 
dans un milieu et 

(4) le 6&rM de la hirudhe eet rdcottd dans le 
milieu. 48 



9. Vecteur recombine, caractdrise en ce qu'll contlent 
una ou plusieurs copiee d'une construction de gtee 
qui code pour une protdine constitute d'un peptide 
signal bacterien et d'un ddrlve de la hiaidine avec la 
sdquenoe N-terminale Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

ia Vecteur recombind suivant la revendcation 9, 
caracterlse en ce que le peptide signal provient de 
bact^rles gram-negatives. 

11. Vecteur recomblne suivant I'une quelconque des 
revsndications 9 et 1 0. caractdrise en ce que le pep- 
tide signal provient du gdne de I'a-cyclodextrfne-gly- 
cosyltransf^rase. 



2. Precede suivant la revendicatlon 1 , caracterlse en 
ce que I'on utilise un plasmlde comme vecteur 
reoombind. 

so 

a. Procdde suivant la revendication 1 ou 2. caractdrisd 
en ce que I'on construit un vecteur reoombind dans 
lequel les sequences d'AON codant pour le derive 
de la hirudine et le peptide signal se trouvent eous 
le contrde d'un promoteur Inductble. S5 

4. Procede suivant ia revendication 3. caracterise en 
ce que fan utilise un promoteur de fusion trp-lac 
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iig. 2: DNA-Sequenz des synthetischen Hirudingens 
Qus pK152 



Hinf I 

20 40 60 



acgtatactgactgcactgaatctggtcagaacctgtgcctgtgcgaaggatctaacgtt 
tgcatatgactgacgtgacttagaccagtcttggacacggacacgcttcctagattgcaa 

ThrTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnVal 

Bam HI 

80 100 120 



tgcggccagggtaacaaatgcatccttggatccgacggtgaaaagaaccagtgcgttact 
acgccggtcccattgtttacgtaggaacctaggctgccacttttcttggtcacgcaatga 

CysGlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThr 



140 160 180 

• ••••• 

ggcgaaggtaccccgaaaccgcagtctcataacgacggcgacttcgaagagatccctgag 

ccgcttccatggggctttggcgtcagagtattgctgccgctgaagcttctctagggactc 

GlyGluGlyThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGlu 



200 220 Kind III 

• • • • • 

gaataccttcagtaatagagctcgtcgacctgcaggcatgcaagctt 

cttatggaagtcattatctcgagcagctggacgtccgtacgttcgaa 

GluTyrLeuGlnEndEnd 
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